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論文の内容の要旨
　真核細胞の細胞内膜輸送は，コート蛋白質に覆われた輸送小胞，あるいは微小管に沿って膜構造体が伸展する
チューブにより行われる。B．efe1diΩA（BFA）は，この2つの輸送の形成機序を解析する際に汎用され，多く
の成果をもたらしてきた。BFAは輸送小胞を形成するコート蛋白質の活性化を抑えることにより，蛋白質輸送
を阻害し，また様々なオルガネラの形態変化を引き起こすと考えられている。しかし，BFAが直接働きかける
標的因子およびその正確な作用機序はいまだ不明のままである。著者は，動物培養細胞を用いて様々な細胞質蛋
自質あるいはオルガネラ構造に対するBFAの影響を解析した。
　BFAを動物培養細胞に作用させると，タンパク質輸送阻害およびオルガネラ構造の崩壊を引き起こし，結果
として細胞は死滅する。ほとんどの培養細胞はBFA感受性であるが，耐性の細胞もいくつか存在し，また最近，
突然変異を誘発することによりBFA耐性変異株が単離され注目されている。著者はまず，種々の培養細胞株に
対するBFAの細胞毒性と蛋白質の分泌への影響について調べた。その結果，細胞のBFA感受性と蛋白質の分泌
阻害効果は互いによく相関することが分かった。また更に，細胞は単純にBFA感受性と耐性に分類されるので
はなく，感受性の異なる少なくとも4つの細胞群に別れることが明らかになった。その感受性の違いは，各細胞
の由来する種あるいは目に依存している。また蛍光抗体法を用いてコート蛋白質の膜結合への影響を調べた結果，
各細胞のBFAに対する感受性は，コート蛋白質CO卜亙の1つであるβ一COPのゴルジ膜への結合感受性と相
関していた。しかし，AP一亙コート蛋白質のユつであるグAdaptinの膜結合感受性は，どの細胞においてもほ
とんど差がみられなかった。こうした細胞毒性とコート蛋白質との相関関係は，CHO－K1細胞に突然変異を施し
単離したBFA耐性細胞株においても，同様であった。これらのことから，細胞内には2種類以上のBFA標的蛋
白質が存在すること，BFAの細胞毒性はCOP－Iの膜結合阻害に起因することなどが示唆された。
　近年のBFAを中心とする研究により，オルガネラ膜のチューブル形成が輸送媒体として機能することが明ら
かとなってきている。細胞をBFA処理することにより顕著となるゴルジ体のチューブルは，微小管に沿って伸
展することが知られている。著者は，機能不明な蛋自質58kDa－protein（58K）がゴルジ表面に局在し微小管結合
活性を持つことから，この蛋白質がゴルジ体の形態変化（チューブル化）に関与する可能性を考えた。そこで
BFAをはじめとするゴルジ体の構造に影響を与える薬剤により，58Kの性質と機能について解析した。まず，
BFAに感受性の異なる種々の細胞株を用いて，この58KのBFAに対する挙動を蛍光抗体法により解析したとこ
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ろ，ゴルジの形態変化の感受性と相関していた。しかしながら，ゴルジ体のチューブル上にその局在はみられず，
また58Kのゴルジ膜からの遊離が常にゴルジ体の形態変化を引き起こすわけではなかった。一方，58Kのゴルジ
膜結合の調節機構は，ATP要求性およびA1u搬i㎜m　F1uoride感受性の違いから，CO卜Iコート蛋白質の場合と
は異なることが明らかになった。これらの結果は，58KがCOP－Iとよく似ているが別の調節を受ける新奇のコー
ト蛋白質である可能性を示唆している。
　BFAを細胞に作用させた時にみられるゴルジ体のチューブルは，通常の状態の細胞ではほとんど観察されな
い。すなわち，輸送小胞の形成が優勢であるときはチューブル化は抑制され，その逆もまた成り立つ。著者はそ
の研究過程で，細胞をA1u㎜inu聰F1uorideで処理した後にBFAで処理をすると，β一COPが膜から遊離しないう
ちにゴルジ体の形態変化が起きることを発見した。そこで，この現象について詳細な解析を行ったところ，COP
一亙およびAP－Iコート蛋白質がオルガネラ膜に結合している状態で，オルガネラのチューブル化が確かに起
きることを示した。また更に，BFAの効果がA1u搬i㎜㎜Fluoride処理によって弱くなることや，A1umi㎜㎜
F1uorideがコート蛋白質の活性化とゴルジ膜結合の間に作用することを明らかにした。これらの結果は，従来の
考え方を否定し，コート蛋白質による輸送小胞の形成と膜構造の変化によるチューブル形成は，別々に調節され
ていることを示唆している。
審査の結果の要旨
　近年の活発な研究によって，真核細胞の細胞内蛋白質輸送の骨格は理解され，コート蛋白質に覆われた輸送小
胞，あるいは膜構造体が伸展するチューブルといった基本媒体が明らかとなった。しかしながら，その分子メカ
ニズムの多くは今だ分かっておらず，ましてその調節機構やオルガネラ構造との関係などについては全く不明で
ある。Brefe1din　A（BFA）は蛋白質輸送研究のみならず，オルガネラの形態の研究に有用であり，これまでに
も多くの研究成果をもたらしてきた。しかし，BFAが直接働きかける標的因子およびその正確な作用機序はい
まだ不明のままであり，その解析が期待されていた。この様な状況の申，種々の動物細胞を用いてBFAの作用
を解析し，その標的分子が蛋白質であり細胞内に少なくとも2つ存在することを示したことは，非常に意義があ
ると思われる。また更に，輸送小胞の形成とチューブル形成の調節機構を関連して提え，各々が独立して調節さ
れることを示したことは，この分野の研究に新たな流れをもたらす可能性があり意義深い。今後はこれらの研究
を発展させ，BFA標的蛋自質の同定やその解析などを通して，細胞内蛋白質輸送およびオルガネラ構造・機能
のより一層の理解がもたらされることが期待される。
　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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